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A fehérje konformációs betegségek közül - orvos-biológiai és társadalmi szempontból 
is – talán a legjelentősebbek és egyúttal a legnagyobb problémát jelentik a neurodegeneratív 
kórképek. A legismertebb és leggyakoribb formái az Alzheimer és a Parkinson kór, de ide 
sorolhatók a szivacsos agysorvadásos betegségek (transmissible spongiform 
encephalopathies, TSE), és a Huntington kór is. Előfordulási arányuk a fejlett országok 
öregedő népességében, az átlagéletkor kitolódásával fokozatosan növekszik. Terápiájuk - az 
időleges tüneti kezelésen túlmenően – a mai napig nem megoldott, ezek egyelőre 
gyógyíthatatlan fatális kimenetelű betegségek. Közös jellemzőjük, hogy a központi 
idegrendszer egyes sejtjeiben, vagy sejtcsoportjaiban  egy  (esetleg több) fehérje fiziológiás 
térszerkezete – többnyire máig ismeretlen okok miatt – megváltozik, s ezáltal az adott fehérje 
aggregációra hajlamossá válik. 
A TSE betegségek közé olyan átvihető neurodegeneratív betegségek tartoznak, mint a 
Creutzfeldt-Jakob betegség (CJD) (humán), a Gerstmann-Straussler-Scheinker szindróma 
(humán), a kuru (humán), a kergemarhakór (szarvasmarha), a súrlókór (birka, kecske) és a 
krónikus sorvasztó kór (szarvas) [1,2]. A TSE betegségek nagy részénél a kiváltó ok nem 
ismert (sporadikus, ~80%), viszont esetenként a kialakulás visszavezethető különböző 
genetikai tényezőkre (~19%), illetve fertőzésre (~1%) [3]. A szivacsos agysorvadásos 
betegségek során a normális, celluláris prion fehérje (PrPc) átalakul egy kóros konformációjú, 
úgy nevezett scrapie formává (PrPsc). Mind a mai napig nem tisztázott, hogy ez a 
megváltozott konformációjú forma hogyan okozza az idegsejtek pusztulását és a betegséget. 
A celluláris prion fehérje megléte elengedhetetlen a betegség kialakulásához, mivel a PrPc 
knock out állatok nem fertőzhetők [4]. 
A prion fehérje egy glikofoszfatidil-inozitol-horgonyos membrán glikoprotein, mely 
rendezetlen N-terminálisból és globuláris C-terminálisból áll, szintézise és érése a szekréciós 
útvonalon történik [5,6]. A prion fehérje legmagasabb szinten a központi idegrendszer 
területén expresszálódik, de kimutatható más szövetekből is (például: limforetikuláris 
rendszer elemei, emésztőtraktus, bőr, máj, tüdő, szív, szem, hasnyálmirigy, vese, 
nyálmirigyek) [5,7]. 
A prion fehérjét számos folyamattal hozták már kapcsolatba [8,9,10,11], azonban 
pontos fiziológiás funkciói és a betegség szempontjából releváns funkciója mindmáig 
ismeretlen. Ugyanígy régóta keresik azt a mindmáig azonosítatlan hipotetikus π fehérjét, mely 
a prion fehérje knock out állatokban átveheti a prion fehérje N-terminálisának feltételezett 
kritikus funkcióját.  
A prion fehérjecsaládba további két membrán glikoprotein tartozik, a doppel és 
Shadoo fehérjék [12]. Ezek közül az utóbbi hasonló szerkezeti motívumokkal (ismétlődő 
szekvenciák és hidrofób domén) rendelkezik [13], mint a prion fehérje antiapoptótikus és 
citoporotektív hatást közvetítő N-terminálisa [9,10] és bizonyos kísérleti felállásokban 
hasonló hatást detektáltak [14]. A Shadoo fehérje szintén a központi idegrendszerben 
expresszálódik legmagasabb szinten. 
A prion fehérje fiziológiás funkciójának megértését segítheti, ha a fehérjecsalád analóg 
tagjának funkcióját is megismerjük, és így azonosítjuk a prion fehérje rengeteg feltételezett 
funkciója közül azokat, amelyek átfedőek és kritikusak lehetnek mind a fiziológiás működés, 
mind a betegség szempontjából. A Shadoo és prion fehérjék együttes vizsgálata – különös 
tekintettel a hasonlóságokra és különbségekre – reményeink szerint rávilágíthat a prion 
fehérjecsalád elsődleges funkciójára és a betegségben betöltött szerepére. Ennek a célnak az 





Doktori munkám elsődleges célja a prion fehérje család legújabb tagja, a Shadoo 
fehérje sejtszintű lokalizációjának vizsgálata volt mind antitestettek, mind pedig fluoreszcens 
fúziós konstrukciókkal, különös tekintettel a prion fehérje lokalizációjával való 
azonosságokra és/vagy eltérésekre. 
Kezdeti eredményeink alapján elmondható volt, hogy a prion fehérjéhez hasonlóan a 
YFP fúziós Shadoo fehérje is kettős, sejtmagi és plazmamembrán lokalizációt mutató fehérje. 
Kutatásaink középpontjába így a Shadoo fehérje kettős lokalizációja került, melyet különböző 
mutáns konstrukciókkal kívántuk pontosabban jellemezni. Célul tűztük ki az alábbi kérdések 
megválaszolását: 
1.) Mely szekvencia felelős a Shadoo fehérje sejtmagi dúsulásáért, van-e a Shadoo 
fehérjének a prion fehérjéhez hasonlóan nukleáris lokalizációs szignálja? 
2.) Hozzájárul-e aktív folyamat a Shadoo és prion fehérjék sejtmagi dúsulásához? 
3.) Van-e valamilyen sejtmagi kötőpartnere (például: nukleinsavak) a Shadoo fehérjének? 
4.) Történik-e endoproteolitikus hasítás a Shadoo fehérjében, amennyiben igen, mely 
régiójában és ez kapcsolatba hozható-e a kettős lokalizációval? 
5.) A Shadoo fehérje vagy annak a sejtmagban megjelenő része milyen útvonalon kerül a 
sejtmagba? Ha a szekréciós útvonalról kerül ki, akkor annak mely pontjáról (például: 
endoplazmatikus retikulum vagy Golgi ciszternák) léphet ki? 
 
 
ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 
 
 Az értekezésben bemutatott kísérletekhez több mint ötven különféle plazmid 
konstrukciót hoztunk létre az általánosan használt klónozási protokolloknak 
megfelelően. Bizonyos konstrukciók elkészítéséhez kidolgoztunk egy olyan klónozási 
módszert, mely a IIS típusú restrikciós endonukleázok alkalmazásán alapul.  
 Az elkészített vektor konstrukciókat emlős sejtekbe transzfektáltuk, a sikeres 
transzfekciót és a fúziós fehérjék lokalizációját a fluoreszcens fúziós partner 
konfokális lézer pásztázó mikroszkópos detektálásával ellenőriztük. A sejtekben 
található endogén fehérjék lokalizációját immuncitokémiával vizsgáltuk. 
 Bizonyos fúziós fehérjék megfelelő érését és kifejeződését Western bloton 
ellenőriztük. 
 A mérések során számos kezelést végeztünk a különféle vektor konstrukciókkal 
transzfektált emlős sejteken (4°C-ra hűtés, dezoxy-glükóz kezelés, Brefeldin-A 
kezelés, Eeyarestatin I kezelés). A kezelésekkel a Shadoo fehérje magtranszportját és 
traffic-jét vizsgáltuk. 
 A potenciális nukleáris lokalizációs szignálok kiválasztását bioinformatikai módszerek 
alkalmazásával végeztük az interneten elérhető programok segítségével. 
 A Shadoo fehérje és különböző motívumainak konzerváltságát bioinformatikai 
módszerekkel vizsgáltuk. 
 A Shadoo fehérje nukleinsav kötésének vizsgálatához készült rekombináns fehérjéket 
baktérium sejtekben termeltettük és nikkel gyöngyön tisztítottuk. 





1.) Kidolgoztunk és beállítottunk egy olyan klónozási módszert, mellyel több, klónozási 
munkák során gyakran felmerülő probléma elkerülhető. Ezen problémák 
megoldásához dublőr enzimek használatát javasoljuk. A megfelelő enzim gyors 
kiválasztásához és a primer tervezés megkönnyítéséhez készítettünk egy online 
elérhető programot. 
2.) Megállapítottuk, hogy a YFP fúziós Shadoo fehérje – a prion fehérjéhez hasonlóan - 
kettős lokalizációt mutat, a várt plazmamembrán lokalizáció mellett megfigyelhető a 
sejtmagban és a sejtmagvacskában is. 
3.) Azonosítottunk a Shadoo fehérje N-terminálisán egy a Shadoo fehérjékre 
karakterisztikus motívumot, amelyet az argininek szabályos, periodikus ismétlése 
jellemez [(RXXX)8 motívum]. Deléciós és fúziós konstrukciókkal is megmutattuk, 
hogy (RXXX)8 motívum része vagy egésze felelős a fúziós fehérje sejtmagi 
dúsulásáért. Megállapítottuk, hogy az (RXXX)8 motívum argininjei feltehetően 
kulcsfontosságúak a dúsulás szempontjából. 
4.) Kísérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy az (RXXX)8 motívum nem közvetít aktív 
transzportot. 
5.) Eredményeink szerint a YFP fúziós Shadoo fehérje kötődik valamely komponenshez a 
sejtmagvacskában. 
6.) Hűtéssel, illetve dezoxy-glükóz kezeléssel is igazoltuk, hogy a Shadoo fehérje 
sejtmagi dúsulásához elengedhetetlen valamely energiát igénylő aktív folyamat 
működése. 
7.) Fúziós fehérjékkel megmutattuk, hogy a prion fehérje feltehetően aktív transzporttal 
jut a sejtmagba, a sejtmagvacskából viszont – a Shadoo fehérjével ellentétben – 
kizáródik. 
8.) Eredményeink szerint a Shadoo fehérje szekréciós útvonalon kívüli megjelenése és 
sejtmagi dúsulása nem a kotranszlációs transzlokáció elégtelen hatékonyságának 
következménye.  
9.) Kísérleti eredményeink arra utalnak, hogy a Shadoo fehérje szekréciós útvonalról 
történő kilépése feltehetően az endoplazmatikus retikulum és a cisz-Golgi hálózat után 
következik be. 
10.) A fehérje-nukleinsav kötés vizsgálatához kidolgoztuk és beállítottuk egy 
agaróz gélshift módszert, mellyel egyszerűen, radioaktív vagy karcinogén anyagok 
használata nélkül lehet detektálni fehérjék, illetve peptidek nukleinsavval való 
kölcsönhatását a komplex mobilitás változásán keresztül. 
11.) Agaróz gélshift kísérleteink szerint a Shadoo fehérje, illetve az (RXXX)8 





Eredményeink arra utalnak, hogy a Shadoo fehérje – hasonlóan a szivacsos 
agysorvadás betegségekkel kapcsolatban álló prion fehérjéhez [15]– egy kettős lokalizációjú 
fehérje, mely a szekréciós útvonal cisz-Golgi hálózatot követő állomásáról lép ki a citoszólba, 
majd onnan a sejtmagba jut. A Shadoo fehérje erősen konzervált, pozitív töltésű N-terminális 
régiója felelős a fehérje sejtmagi és nukleoláris dúsulásáért. Ebben a régióban az argininek 
elhelyezkedése speciális, két arginin között három, általában kis aminosav helyezkedik el 
[(RXXX)8 motívum].  A prion fehérje is rendelkezik nukleáris lokalizációs szignállal [16] és 
bizonyos speciális esetekben (fertőzött sejtek [17], Lieberkühn kripták osztódó sejtjei [18], 
különböző STOP mutánsok [19], stb) megfigyelhető a sejtmagban. A prion és Shadoo 
fehérjék nukleáris lokalizációs szignáljai felépítésüket tekintve különböznek, a két szignál 
által közvetített sejtmagi transzport mechanizmusa is eltér (prion fehérje: aktív transzport, 
Shadoo fehérje: passzív transzport, aktív folyamat függő dúsulás), továbbá a prion fehérje 
esetében nem figyelhető meg nukleoláris dúsulás. 
A kompartmentalizáció sosem 100%-os megvalósulásának és a prion és Shadoo 
fehérjék esetében a különböző körülmények között megfigyelt sejtmagi lokalizációk 
ismeretében feltételezhető, hogy ezek a fehérjék fiziológiás körülmények között is 
megfordulnak a sejtmagban. A sejtmagi kölcsönható partnereik nem ismertek, de feltehető, 
hogy nukleinsavakhoz asszociálódnak. Megismerni a prion fehérjecsalád ezen tagjainak 
szekréciós útvonalról való kilépésének mechanizmusát, valamint a sejtmagban való 
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